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Die voriiegende Erfindung b-« =in PapiUomavirus T-Zeil-Epuop mi. einer 
Ami„os_ .LVPKVSGL, PXVWACVGV, HLFNRAGTV, YL^QMPV 
TLQANKSEV, ILEDWNFGL, SLWLPSEATVYL, NLASSNYFPT, TLTADVMTYI, 
YLPPVPVSKV, YDLQFIFQL, ICWGNQLFV, und/oder eine fcnk.ione,l aktive Var,an.e 
davon, sowie ihre Verwendung in Diagnostik und Therapie. 

Die Papiilomviren, auch War— genann, sind doppelstrangige DNA-Viren mi. einer 
Genomgro B e,von etwa 8000 Basenpaaren und einem Ikosaeder-formigen Kapsid mt. etnem 
Durchmesser von c, 55 nm. Bis heu,e sind mehr ais 100 --hiedene hu m «n= 
Papiliomavirus.vpen (HPV). bekann., von denen einige, z.B. HPV-,6 HPV-,8, HPV-3^, 
HPV-33, HPV-39, HPV-45, HPV-52 oder HPV-58, bosartige Tumore und andere, z.B. HPV- 
20 6, HPV-11 oder HPV-42 gutartige Tumore verursachen ksnnen. 

Da, Genom-der PapiUomaviren U. sich in drei Bereiche un.eneiien: Der erste Bereich 
betriff, eine nich.-kodierende Region, die Regu,a,ion S e,eme„,e far die Transkrtptton n 
Rephkatton des Virus enthM, Die zweite Region, sogenannte E-(Ear,y)Reg.on entha 

#verschiedene Protein-kodierende Abschniue E.-E7, von denen ,B. das E6- und d. E - 
Protein ft, die Transformation von Epi.helzei.en veran.wor«,ieh sind und das E.-Pro.e.n d e 
DNA-Kopienzahl kon.ro.iier.. Bei der E6- und E7-Regio„ hande,. es sich um sogenann e 
Onkogene, die auch in bOsarug en,ar,e«en Zei.en grimier, werden. Die dn«e R=g.on, auch 
L-(La,e>Regio„ genann, =n.hal. zwei Pro.ein-kodie,ende Abschniue L, und L2, d.e ft 
M sl.urkomponen.en des Viruskapsids kodieren. Das LI -PrCein i, » Uber 90 % ,m v,r en 
Kapsid vorhanden, wobei das Verbis von U:U i» aUgemeinen 30., ^ d m 
Belnff L>-Pro,ei„ vers.eh. man im Sinne der voriiegenden Erfindung das Haup.kaps,d 
Protein der Papillomaviren (Baker T. e< al. (1991) Biophys. J. 60, 1445). 

» to aber 50% der Falie wird HPV-,6 mi. Gebarmunerhaiskrehs (Cervixcarcinom, in 
Verbindung gebrach.. HPV-,6 is. der Hauphis.kofak.or ftr die Ausbiidung von cervtcaien 
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Neoplasien. Das Immunsystem spielt eine wichtiga Rolle bailu £(5rtscfbceitai der'K^aftktfeit. 
So sind vermutlich zellulare Immunantworten und insbesondere Antigen-spezifische T- 
Lymphozyten wichtig fur den Abwehrmechanismus. Es wurde weiterhin gefunden, daB in 
hochgradig malignen cervicalen intraepithelialen Neoplasien (CIN II/III) und cervicalen 
5 Tumoren das E7-Gen konstitutiv in alien Schichten des infizierten Epithels exprimiert wird. 
Daher wird vor allem das E7-Protein als potentielles Tumorantigen und als Zielmolekul fur 
aktivierte T-Zellen betrachtet (siehe z.B. WO 93/20844). Die E7-induzierte zellulare 
Immunantwort im Patienten ist aber anscheinend nicht stark genug, um den Krankheitsverlauf 
zu beeinflussen. Die Immunantwort kann eventuell durch geeignete Impfstoffe verstarkt 
10 werden. 

Es konnte gezeigt werden, daB die Expression des LI -Gens bzw. die Coexpression des Ll- 
und L2-Gens zur Bildung von Capsomeren, stabilen Capsomeren, Capsiden oder Virus- 
ahnliche Partikel (VLPs fur virus-like particle) fiihren kann (siehe z.B. WO 93/02184, WO 
15 94/20137 oder WO 94/05792). Unter Capsomeren versteht man eine oligomere 
Konfiguration, die aus funf Ll-Proteinen aufgebaut ist. Das Capsomer ist der Grundbaustein, 
aus denen virale Capside aufgebaut sind. Unter stabilen Capsomeren versteht man 
Capsomere, die nicht dazu in der Lage sind sich zu Capsiden zusammenzusetzen. Unter 
Capsiden versteht man die Hulle des Papillomavirus, die beispielsweise aus 72 Capsomeren 
20 zusammengesetzt ist (Baker T. et al. (1991) Biophys. J. 60, 1445). Unter VLP versteht man 
ein Capsid, das morphologisch und in seiner Antigenitat einem intakten Virus gleicht. Die 
VLPs konnten zur Auslosung einer humoralen Immunantwort, die durch Bildung von 
neutralisierenden Antikorpern charakterisiert ist, in verschiedenen tierischen Systemen 
verwendet werden. Die Bildung von virus-neutralisierenden Antikorpern gegen LI - und/oder 
L2-Protein ist jedoch von geringerer klinischer Bedeutung, wenn die Virusinfektion bereits 
stattgefunden hat, da fur die Eliminierung virus-infizierter Zellen keine Antikorper, sondern 
eine virus-spezifische zytotoxische T-Zell-(CTL)-Antwort notwendig zu sein scheint. Und 
obwohl VLPs in der Lage sind eine zytotoxische T-Zell-Antwort auszulosen, scheint eine 
ausschlieBlich gegen die Kapsidproteine LI und/oder L2 gerichtete Immunantwort nicht zur 
30 Bekampfung eines durch Papillomaviren bedingten Tumors geeignet. 



Es wurden daher sogenannte chimare Papillomavirus-ahnliche Partikel (CVLPs fur chimeric 
virus-like particle) entwickelt, die aus einem Fusionsprotein des Kapsidproteins LI und des 
potentiellen Tumorantigen E7 bestehen (WO 96/1 1272 und Miiller, M. et al. (1997) Virology, 



234, 93). Die CVLPs losten nur im geringen Ma6e erne gegen das £7-Protein "gerich'tete 
humorale Immunantwort aus (Mttller, M. et al. (1997), supra). Einige der getesteten CVLPs 
induzieren jedoch tatsachlich die erwunschte E7-spezifische zytotoxische T-Zellantwort in 
Mausen (siehe auch Peng S. et al. (1998) Virology 240,147-57). CVLPs sind deshalb sowohl 
fur die Entwicklung eines Impfstoffes als auch fur die Behandlung bereits bestehender 
Infektionen und daraus resultierender Tumore interessant, da die iiber MHC-Molekule der 
Klasse I-prasentierten E7-Peptide von Tumorzellen Zielmolekule von zytotoxischen T-Zellen 
darstellen wiirden. 

Einem Impfstoff bestehend aus CVLPs liegt das Prinzip der Pseudoinfektion der Zellen durch 
die CVLPs zugrunde. Dies bedeutet, daB die CVLPs wie Viren in die Zelle gelangen, dort zu 
Peptiden prozessiert werden, die Peptide dann auf MHC-Klasse I und II-Molekiile geladen 
werden und letztendlich CD8- bzw. CD4-positiven T-Zellen prasentiert werden. CD8-Zellen 
konnen als Folge dieser Stimulation zu zytotoxischen T-Zellen differenzieren und dann eine 
zellulare Immunantwort bewirken, CD4-Zellen hingegen entwickeln sich zu T-Helferzellen 
und stimulieren B-Zellen zu einer humoralen oder CD8-positive T-Zellen zu einer 
zytotoxischen Jmmunantwortund, konnen selbst die Lyse von infizierten Zellen induzieren. 

Kleine Peptide" konnen bereits auf der Zelloberflache an MHC-Klasse I-Molekiile binden und 
dann ohne weitere 'Prozessierung CD8- oder CD4-positive Zellen zu einer zellularen 
Immunantwort stimulieren. Ein bestimmtes Peptid kann jedoch nur durch bestimmte MHC- 
Molekule gebunden werden. Durch den grofien Polymorphismus der MHC-Molekule in 
nattirlichen Populationen kann deshalb ein bestimmtes Peptid lediglich durch einen kleinen 
Teil einer Population gebunden und prasentiert werden. Unter Presentation im Sinne der 
vorliegenden Erfindung wird verstanden, wenn ein Peptid oder Proteinfragment an ein MHC- 
Molektil bindet, wobei diese Bindung beispielsweise im endoplasmatischen Retikulum, ,im 
extrazellularen Raum, den Endosomen, Proendosomen, Lysosomen oder Protysosomen, 
stattfinden kann, und wenn dann dieser MHC-Molekul-Peptid-Komplex auf der 
extrazellularen Seite der Zellmembran gebunden ist, so daB er durch Immunzellen spezifisch 
erkannt werden kann. 

Da CVLPs sowohl eine zellulare als auch humorale Immunantwort auslosen und nicht MHC- 
restringiert sind, eignet sich diese Technologie generell zur Entwicklung von Impfstoffen, 



indem die Fahigkeit zur Partikelbildung durch eineh Ll-AUt£il,?ifl" VStfiigitng ge^tellf .vrtrd 
und ein zusatzlicher Antigenanteil an diesen Ll-Anteil fusioniert wird. 

Bei der Entwicklung derartiger CVLPs ist es unbedingt notwendig, ein funktionelles 
Testsystem zur Verfugung zu haben, mit dem man direkt die Immunogenitat von CVLPs 
untersuchen kann. Ein derartiges Testsystem sollte die Eigenschaft besitzen, daB CVLPs mit 
unterschiedlichen Antigenanteilen mit demselben Testsystem untersucht werden konnen. Da 
ftir immunologische Therapieverfahren von Tumoren oder Viruserkrankungen die zellulare 
Immunantwort von entscheidender Bedeutung ist, stellte sich die Aufgabe, die durch CVLPs 
hervorgerufene zellulare Immunantwort meBbar zu machen. 

Die Losung dieser Aufgabe gelang durch die Identifikation von T-Zell-Epitopen, die in 
Verbindung mit MHC-Molekulen, in einer besonderen Ausfiihrungsform mit HLA A2.01 
MHC-Molekiilen in vivo und in vitro beispielsweise eine zytotoxische T-Zellantwort 
auslosen. Diese Peptide haben vorzugsweise die Sequenz ILVPKVSGL, RLVWACVGV, 
HLFNRAGTV, YLRREQMFV, TLQANKSEV, ILEDWNFGL, SLWLPSEATVYL, 
NLASSNYFPT, TLTADVMTYI, YLPPVPVSKV, YDLQFIFQL, ICWGNQLFV. Diese 
Sequenzen sind Bestandteil des Ll-Peptid des HPV16. Sie umfassen die Aminosaurebereiche 
86-94 (5104), 123-131 (5106), 285-293 (5107), 275-283 (5108), 238-246 (5109), 426-434 
(5112), 28-39 (2016), 311-320 (2017), 408-417 (2018), 38-47 (2019), 396-404 (2020), 349- 
357 (2022) die Namen der jevveiligen Epitope ist in Klammern angegeben. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein T-Zell-Epitop mit einer Aminosauresequenz 
ILVPKVSGL, RLVWACVGV, HLFNRAGTV, YLRREQMFV, TLQANKSEV, 
ILEDWNFGL, SLWLPSEATVYL, NLASSNYFPT, TLTADVMTYI, YLPPVPVSKV, 
YDLQFIFQL, ICWGNQLFV, und/oder eine funktionell aktive Variante davon. 

Unter einer funktionell aktiven Variante von ILVPKVSGL, RLVWACVGV, HLFNRAGTV, 
YLRREQMFV, TLQANKSEV, ILEDWNFGL, SLWLPSEATVYL, NLASSNYFPT, 
TLTADVMTYI, YLPPVPVSKV, YDLQFIFQL oder ICWGNQLFV versteht man ein T- 
Zell-Epitop, das in einem T-Zell-Zytotoxizitats-Testsystem (siehe beispielsweise Beispiele 2- 
5 der vorliegenden Erfindung) eine, an der Zytotoxizitat von ILVPKVSGL, RLVWACVGV, 
HLFNRAGTV, YLRREQMFV, TLQANKSEV, ILEDWNFGL, SLWLPSEATVYL, 
NLASSNYFPT, TLTADVMTYI, YLPPVPVSKV, YDLQFIFQL oder ICWGNQLFV 
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gemessene Zytotoxizitat besitzt, die mindestens ;der: Sttpimg„aus 'di** 1 : Mittd.\yert,.der 
Negativkontrollen und der dreifachen Standardabweichung entspricht, vorzugsweise von 
mindestens ca. 30%, insbesondere mindestens ca. 50% und in besonders bevorzugter Weise 
von mindestens ca. 80%. 



Eine bevorzugte Variante ist beispielsweise ein T-Zell-Epitop mit einer Sequenzhomologie zu 
ILVPKVSGL, RLVWACVGV, HLFNRAGTV, YLRREQMFV, TLQANKSEV, 
ILEDWNFGL, SLWLPSEATVYL, NLASSNYFPT, TLTADVMTYI, YLPPVPVSKV, 
YDLQFIFQL oder ICWGNQLFV von mindestens ca. 65%, vorzugsweise mindestens ca. 
75% und insbesondere mindestens ca. 85% auf Aminosaureebene. Andere bevorzugte 
Varianten sind auch T-Zell-Epitope, die eine strukturelle Homologie zu ILVPKVSGL, 
RLVWACVGV, HLFNRAGTV, YLRREQMFV, TLQANKSEV, ILEDWNFGL, 
SLWLPSEATVYL, NLASSNYFPT, TLTADVMTYI, YLPPVPVSKV, YDLQFIFQL oder 
ICWGNQLFV haben. Solche Epitope konnen aufgefunden werden, indem man gegen die T- 
Zell-Epitope ILVPKVSGL, RLVWACVGV, HLFNRAGTV, YLRREQMFV, 
TLQANKSEV, ILEDWNFGL, SLWLPSEATVYL, NLASSNYFPT, TLTADVMTYI, 
YLPPVPVSKV, YDLQFIFQL oder ICWGNQLFV spezifische T-Zellen generiert (DeBruijn 
M.L. et al. (1991) Eur. J. Immunol. 21, 2963-70; und DeBruijn M.L. (1992) Eur. J. Immunol. 
22, 3013-20) und beispielsweise synthetisch hergestellte Peptide nach Wahl auf Erkennung 
durch die peptidspezifischen T-Zellen getestet werden (siehe Beispiele). Insbesondere werden 
unter T-Zellepitopen zytotoxische T-Zellepitope verstanden. Es sind jedoch auch nicht 
zytotoxische T-Zellen bekannt, die ebenfalls MHC I-Molekule erkennen konnen, so dafi auch 
nicht-zytotoxische T-Zellepitope als Variante von der vorliegenden Erfindung umfaBt sind. 

Eine andere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein T-Zell-Epitop, das Teil 
einer Verbindung ist, wobei die Verbindung kein naturlich vorkommendes LI Protein eines 
Papillomavirus und keine ausschlieBlich N-terminale oder ausschlieBlich C-terminale 
Deletionsmutante eines naturlich vorkommenden LI Proteins eines Papillomavirus ist. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform kann ein T-Zell-Epitop mit einer Aminosauresequenz 
ILVPKVSGL, RLVWACVGV, HLFNRAGTV, YLRREQMFV, TLQANKSEV, 
ILEDWNFGL, SLWLPSEATVYL, NLASSNYFPT, TLTADVMTYI, YLPPVPVSKV, 
YDLQFIFQL, ICWGNQLFV, und/oder eine funktionell aktive Variante in einem LI -Protein 
eines anderen Papillomavirus oder in einem chimaren LI -Protein, beispielsweise einem 
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HPV18LlE7-Fusionsprotein, enthalten sein. Eine sclchd erfmdungSgerfiaite Verbiridung Jtann 
die Fahigkeit zur Bildung von CVLPs besitzen. 

Vorzugsweise kann das genannte T-Zell-Epitop als Teil einer Verbindung ein Polypeptid, das 
in bevorzugter Weise weitere Aminosauresequenzen enthalt, insbesondere ein Fusionsprotein 
sein. Insbesondere kann die Verbindung ein Polypeptid von mindestens ca. 50 Aminosauren, 
vorzugsweise von mindestens ca. 35 Aminosauren, insbesondere von mindestens ca. 20 
Aminosauren und in besonders bevorzugter Weise von mindestens ca. 9-12 Aminosauren 
Lange sein. 

Um die Verbindung zu detektieren oder in ihrer Aktivitat der Bindung an T-Zellen zu 
modifizieren, kann sie eine chemische, radioaktive Isotopen-, nicht radioaktive Isotopen-, 
und/oder Fluoreszensmarkierung des T-Zell-Epitops und/oder des genannten Fusionsproteins 
enthalten. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten chemischen Substanzen, die sich fur eine 
erfindungsgemaBe chemische Markierung eignen, sind: Biotin, FITC (Fluorescein- 
isothiocyanat) oder Streptavidin. 

Eine mogliche Ausflihrungsform ist, dafl ein Peptid derart modifiziert wird, daB es mindestens 
ein Lysin enthalt. An dieses Lysin wird in der dem Fachmann bekannter Weise Biotin oder 
FITC (Fluoresceinisothiocyanat) gekoppelt. Ein derartig modifiziertes Peptid wird an ein 
entsprechendes MHC-Molekul oder an eine Zelle mit entsprechenden MHC-Molekulen 
gebunden. Daraufhin kann das Peptid uber markiertes Avidin oder Streptavidin bzw. direkt 
uber die Fluoreszenz des FITC nachgewiesen werden. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten Isotopen, die sich ftir eine erfindungsgemaBe 
radioaktive Isotopenmarkierung eignen, sind: 3 H, 125 I, l3, I, 32 P, 33 P oder l4 C. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten Isotopen, die sich fur eine erfindungsgemaBe nicht 
radioaktive Isotopenmarkierung eignen, sind: 2 H oder l3 C. 



Beispiele von dem Fachmann bekannten fluoreszfereriden«JSuhsfenz5a,*dfe sicK. fur •eine 
erfindungsgemaBe Fluoreszensmarkierung eignen, sind: ,52 Eu, Fluoresceinisothiocyanat, 
Rhodamin, Phycoerythrin, Phycocyanin, Allophycocyanin, o-Phtaldehyd oder Fluorescamin. 

Dem Fachmann sind weitere hier nicht aufgefuhrte Markierung bekannt, die auch im Sinne 
dieser Erfindung zur Markierung eingesetzt werden konnen. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten erfindungsgemaJien chemischen Modifikationen sind 
die Obertragung von Acetyl-, Phosphat-, und/oder Monosacharidgruppen 

ErfindungsgemaBe Polypeptide mit einer Aminosaurelange von ca. 50 konnen beispielsweise 
durch eine chemische Peptidsynthese hergestellt werden. Langere Polypetide werden 
vorzugsweise gentechnisch erzeugt. Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
daher ein Nukleinsaurekonstrukt zur Expression des genannten T-Zell-Epitops oder der 
Verbindungen, das folgende Komponenten enthalt: (a) mindestens ein regulatorisches 
Element und (b) mindestens eine Nukleinsaure, die flir eine Aminosauresequenz der 
erfindungsgemaBen Verbindung kodiert. Das genannte Nukleinsaurekonstrukt ist 
vorzugsweise aus DNA oder RNA. Geeignete regulatorische Elemente erlauben 
beispielsweise die konstitutive, regulierbare, gewebsspezifische, zellzyklusspezifische oder 
metabolischspezifische Expression in eukaryotischen Zellen oder die konstitutive, 
metabolischspezifische oder regulierbare Expression in prokaryotischen Zellen. Regulierbare 
Elemente gemafl der vorliegenden Erfindung sind Promotoren, Aktivatorsequenzen, 
Enhancer, Silencer, und/oder Repressorsequenzen. 

Beispiele fur geeignete regulierbare Elemente, die konstitutive Expression in Eukaryoten 
ermoglichen sind Promotoren die von der RNA Polymerase III erkannt werden oder virale 
Promotoren, wie CMV-Enhancer, CMV-Promotor, SV40 Promotor und virale Promotor-und 
Aktivatorsequenzen, abgeleitet aus beispielsweise HBV, HCV, HSV, HPV, EBV HTLV oder 
HIV. 

Beispiele fur regulierbare Elemente, die regulierbare Expression in Eukaryoten ermoglichen 
sind der Tetrazyklinoperator in Kombination mit einem entsprechenden Repressor (Gossen 
M. et al (1994) Curr. Opin. Biotechnol. 5, 516-20). 
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Beispiele fur regulierbare Elemente, die geweb&peJJifiSgbfc .£*pre$$jOn: in Puk&i^Qfen 
ermoglichen sind Promotoren oder Aktivatorsequenzen aus Promotoren oder Enhancern von 
solchen Genen, die fur Proteine kodieren, die nur in bestimmten Zelltypen exprimiert werden. 

Beispiele fur regulierbare Elemente, die zellzyklusspezifische Expression in Eukaryoten 
ermoglichen sind die Promotoren der folgenden Gene: cdc25C, Cyclin A, Cyclin E, cdc2, 
E2F, B-myb oder DHFR (Zwicker J. und Mttller R. (1997) Trends Genet. 13, 3-6). 

Beispiele fiir regulierbare Elemente, die metabolisch spezifische Expression in Eukaryoten 
ermoglichen sind Promotoren, die durch Hypoxie, durch Glucosemangel, durch 
Phosphatkonzentration oder durch Hitzeschock reguliert werden. 

Um die Einfuhrung der genannten Nukleinsaure und damit die Expression des Polypeptids in 
einer eu- oder prokaryotischen Zelle durch Transfektion, Transformation oder Infektion zu 
ermoglichen, kann die Nukleinsaure als Plasmid, als Teil eines viralen, oder nicht viralen 
Vektors vorliegen. Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb ein 
Vektor, insbesondere ein Expressionsvektor, der eine Nukleinsaure codierend fur ein 
erfindungsgemaBes Polypeptid enthalt. Als virale Vektoren eignen sich hierbei besonders: 
Baculoviren, Vakziniaviren, Adenoviren, adenoassoziierte Viren und Herpesviren. Als nicht 
virale Vektoren eignen sich hierbei besonders: Virosomen, Liposomen, kationische Lipide, 
oder Poly-Lysin konjugierte DNA. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Zelle, die mindestens ein T-Zell- 
Epitop enthalt, vorzugsweise prasentiert. In einer besonderen Ausfuhrungsform wird die Zelle 
durch einen der genannten Vektoren transfiziert, transformiert oder infiziert. Diese Zelle 
exprimiert unter dem Fachmann bekannten Bedingungen, die zur Aktivierung der jeweils 
verwendeten regulierbaren Elemente fuhren, das erfindungsgemafie Polypeptid. Das 
Polypeptid kann dann aus dieser Zelle isoliert und z.B. unter Verwendung einer der oben 
genannten Markierungen aufgereinigt werden. Zur gentechnischen Herstellung und 
anschlieBenden Aufreinigung der exprimierten, erfindungsgemaBen Verbindungen eignen 
sich prokaryotische und eukaryotische Zellen, insbesondere Bakterienzellen wie 
beispielsweise E. coli, Hefezellen wie beispielsweise S. cerevisiae, Insekten Zellen wie 
beispielsweise Spodoptera frugiperda Zellen (Sf-9) oder Trichoplusia ni Zellen oder 
Saugerzellen wie beispielsweise COS-Zellen oder HeLa-Zellen. 
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Eine bevorzugte Ausfuhrungsform ist es, die Zelle, die das erfindungsgemafie Polypeptide 
exprimiert, selbst zu verwenden, wobei in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform die 
Zelle Teile das erfindungsgemafien Polypeptids Uber MHC-1 Molekule auf der Zelloberflache 
prasentiert. Fur die Herstellung einer erfindungsgemaBen Zelle sind Antigen-prasentierende 
Zellen wie beispielsweise B-Zellen, Makrophagen, dendritische Zellen, Fibroblasten oder 
anderen HLA A2.01 positive Zellen, in einer bevorzugten Ausfuhrungsform JY-, T2, CaSki- 
Zellen oder EBV-transformierte B-Zellinien, geeignet. Die erfindungsgemaBen Zellen, die ein 
Polypeptid enthaltend ein T-Zell-Epitop, prasentieren, konnen als Zielzellen zur 
Restimulation von Immunzellen, insbesondere T-Zellen und/oder zur Messung der 
Aktivierung von T-Zellen eingesetzt werden. Unter Zielzelle im Sinne der vorliegenden 
Erfindung ist eine Zelle zu verstehen, die uber MHC-Molekule ein T-Zell-Epitope prasentiert 
und damit spezifisch eine T-Zell-Aktivierung hervorruft, insbesondere eine zytotoxische T- 
Zell-Reaktion gegen die Zelle. 

Ferner kann die?eiri T T Zell-Epitop^enthaltene Verbindung, Teil. ejnes. {Complexes sein, der 
dadurch charak-terisiert ist, -daB. die Verbindung kovalent oder uber hydrophobe 
WechselwirkmngenjHonenbindung odef^Wasserstbffbruckenbindungen mit mindestens einer 
weiteren Spsaes^a^eptide^Proteine^Mptdide, lineare- oder verzweigte Oligo- oder 
Polysacharide 'und Nukleinsauren verbunden ist. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop 
oder eine Verbindung und mindestens eine weitere Verbindung. Eine bevorzugte 
Ausfuhrungsform ist, daB das Polypeptid in Verbindung mit MHC Klasse I-Molekulen, 
vorzugsweise als HLA A2.01 Tetramer vorliegt. Besonders bevorzugt sind humane MHC- 
Klasse I Molekule. Durch die Technik von Altman J.D. et al. (1996, Science 274, 94-6) lassen 
sich beispielsweise HLA A2.01-Tetramere mit den entsprechenden gebundenen Peptiden 
herstellen, die in der Lage sind, an die T-Zellrezeptoren von peptidspezifischen zytotoxischen 
T-Zellen zu binden. 

Eine weitere Ausfuhrungsform ist die Immobilisierung der erfindungsgemaBen Verbindung 
oder des genannten (Complexes an Tragermaterialien. Als Tragermaterialien eignen sich 
beispielsweise Keramik, Metall, insbesondere Edelmetall, Glaser, Kunststoffe, kristalline 
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Materialien bzw. dunne Schichten des Tragers, insblso^er&cTeu^enanhten Materialmen* «0cler 
(bio)molekulare Filamente wie Cellulose oder Gerustproteine. 

Zur Aufreinigung des erfindungsgemafien Komplexes kann eine Komponente des Komplexes 
zusatzlich noch ein Protein-Tag enthalten. Erfindungsgemafie Protein-Tags erlauben 
beispielsweise die hochafflne Absorption an eine Matrix, stringentes Waschen mit geeigneten 
Puffern ohne den Komplex im nennenswerten Mafie zu eluieren und anschliefiende gezielte 
Elution des absorbierten Komplexes. Beispiele von dem Fachmann bekannten Protein-Tags, 
sind ein (HIS) 6 -Tag, ein Myc-Tag, ein FLAG-Tag, ein Hamaglutenin-Tag, Glutathion- 
Transferase (GST)-Tag, Intein mit einem Affinitats- Chitin-binding Tag oder Maltose binding 
protein (MBP)-Tag. Die erfindungsgemafien Protein-Tags konnen sich N-, C-terminal, 
und/oder intern befinden. 



Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum in vitro Nachweis 
der Aktivierung von T-Zellen durch mindestens eine Verbindung, enthaltend ein T-Zell- 
Epitop. Ein derartiges Verfahren besteht vorzugsweise aus drei Schritten: 

a) In einem ersten Schritt werden Zellen mit mindestens einer Verbindungen enthaltend 
ein T-Zell-Epitop stimuliert. Diese Verbindung kann mindestens eine 
erfindungsgemafie Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens einen 
erfindungsgemafien Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens ein Capsomer, 
mindestens ein stabiles Capsomer, mindestens ein VLP, mindestens ein CVLP, 
und/oder mindestens ein Virus bedeuten. In einer bevorzugten Ausftihrungsform 
werden Immunzellen durch die Inkubation mit CVLPs stimuliert. Diese Stimulation 
kann beispielsweise in Form einer Impfung erfolgen, oder durch Inkubation von 
Immunzellen mit CVLPs in vitro. Derartig stimulierte Immunzellen werden 
beispielsweise nach einer Impfung oder bei einem Tumorpatienten aus dem Blut, aus 
Tumoren oder aus Lymphknoten gewonnen, und/oder werden kultiviert. 

b) In einem zweiten Schritt werden Zellen mit mindestens einem erfindungsgemafien T- 
Zell-Epitop, mindestens einer erfindungsgemafien Verbindung enthaltend ein T-Zell- 
Epitop, mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop prasentiert und/oder mit 
mindestens einem erfindungsgemafien Komplex inkubiert. 

c) In einem dritten Schritt erfolgt die Bestimmung der Aktivierung von T-Zellen. Hierftir 
geeignete Verfahren sind beispielsweise der Nachweis der Produktion oder Sekretion 
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von Cytokinen durch die T-Zellen, der ExprosicSi vWQb«rflacT»ennK>lekuIeif auf T- 
Zellen, der Lyse von Zielzellen oder der Proliferation von Zellen. Hierfur geeignete 
Methoden sind beispielsweise ein Cytokinassay (Chapter 6.2 bis 6.24 in Current 
Protocols in Immunology (1999), edited by Coligan J.E., Kruisbeek A.M., Margulies 
D.H., Shevach E.M. and Strober W., John Wiley & Sons), ELISPOT (Chapter 6.19 in 
Current Protocols in Immunology, supra), ein 5'Cr-Freisetzungstest (Chapter 3.11 in 
Current Protocols in Immunology, supra) oder der Nachweis der Proliferation 
(Chapter 3.12 in Current Protocols in Immunology, supra). Je nach verwendeter 
Methode kann dabei auch zwischen den Immunzellen wie zytotoxischen T-Zellen, T- 
Helferzellen, B-Zellen, NK-Zellen und anderen Zellen unterschieden werden. Die 
Verwendung von erfindungsgemaBen Verbindungen, Komplexen, und/oder Zellen, die 
erfindungsgemafie Markierungen enthalten, erlaubt die Detektion von T-Zellen, die 
das T-Zell-Epitop erkennen ttber den Nachweis der Bindung markierter Verbindungen, 
Komplexe, und/oder Zellen an die T-Zellen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
wird die Bindung erfindungsgemafkr MHC-Polypeptid-Komplexe an die Oberflache 
der T-Zellen nachgewiesen. Dies kann derart durchgefuhrt werden, daO die MHC- 
Komplexe selbst markiert, beispielsweise fluoreszenzmarkiert sind, oder dafl man in 
einem weiteren Schritt einen MHC-spezifischen, markierten, beispielsweise 
fluoreszenzmarkierten Antikorper verwendet, urn wiederum die MHC-Komplexe 
nachzuweisen. Die Fluoreszenzmarkierung der T-Zellen lafit sich dann beispielsweise 
in einem 'Fluoresces Activated Cell Sorter' (FACS) messen und auswerten. Eine 
andere Moglichkeit zum Nachweis der Bindung von den Komplexen an die T-Zellen 
ist erneut die Messung der Aktivierung von T-Zellen (Cytokinassay, Elispot, 5<Cr- 
Freisetzungstest, Proliferation, siehe oben). Allerdings benotigt man hierfur die 
gleichzeitige Stimulation von Korezeptoren (z. B. CD28), beispielsweise durch 
Korezeptor-spezifische Antikorper (Anti-CD28) und/oder andere unspezifische 
Aktivatoren (IL-2). 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren, das einen zusatzlichen Schritt 
a') enthalt, der-nach Schritt a) eingefuhrt wird. 

a') In diesem zusatzlichen dem Schritt a) nachfolgenden Schritt a') werden die isolierten 
oder kultivierten Zellen mit mindestens einer Zielzelle beladen mit einer 
erfindungsgemaBen Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens einem 
erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens einem 
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Capsomer, mindestens einem stabilen Capsomer, ImifudesteaS einani V,LP, mia3e*stens 

einem CVLP und/oder mindestens einem Virus, mit mindestens einem 
erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, und/oder mindestens einer 
Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop prasentiert, fur mindestens ca. 8 Wochen, insbesondere 
fur mindestens ca. 1 Woche cokultiviert, bevor sich Schritt b) anschlieBt. 
Unter Cokultivierung ist das Wachstum der Zellen: 

(i) in Gegenwart von mindestens einer Zielzelle beladen mit einer 
erfindungsgemaBen Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens 
einem erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens 
einem Capsomer, mindestens einem stabilen Capsomer, mindestens einem 
VLP, mindestens einem CVLP, und/oder mindestens einem Virus, 

(ii) in Gegenwart mindestens eines erfindungsgemaBen Komplexes enthaltend ein 
T-Zell-Epitop, 

(iii) in Gegenwart mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop prasentiert, 
im selben Wachstumsmedium und selben Gewebekulturbehalter zu verstehen. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung einer 
T-Zell-Epitop prasentierenden Zielzelle. Hierbei ist es moglich, die Zielzelle mit 
Kombinationen von unterschiedlichen T-Zell-Epitopen zu beladen. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird die Zielzelle mit mindestens einer Verbindung enthaltend ein T-Zell- 
Epitop und/oder mindestens einem Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop inkubiert. In einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Zielzelle in Wachstumsmedium, das 
erfindungsgemaBe Polypeptide enthalt, oder mit MHC Klasse I-Komplexen mit gebundenen 
erfindungsgemaBen Polypeptiden inkubiert. Die MHC Klasse I-Komplexe konnen 
beispielsweise als HLA A2.01-Tetramere vorliegen. Ein Tetramer bindet dabei in der Regel 
vier Peptide. Diese konnen sowohl identisch sein oder aber unterschiedliche Spezies von 
Peptiden reprasentieren. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Zielzelle 
mit einer Nukleinsaure und/oder einem Vektor transfiziert, transformiert und/oder infiziert. In 
einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Zielzelle mit einem 
Vakziniavirusvektor infiziert. Das erfindungsgemaBe Verfahren wird mit Antigen- 
prasentierenden Zellen beispielsweise mit B-Zellen, Makrophagen, dendritischen Zellen, 
embryonalen Zellen oder Fibroblasten oder anderen HLA A2.01 positiven Zellen, in einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform mit JY-, T2-, CaSki- Zellen oder EBV-transformierten B- 
Zellinien durchgeflihrt. 



Die verwendeten CVLPs enthalten ein Papillomavirus LI -Protein oder Varianten davon, 
insbesondere HPV16 Ll-Protein und, jedoch nicht notwendigerweise, ein zu LI heterologes 
Protein oder Varianten davon. Die zwei Proteine konnen direkt oder indirekt gebunden 
vorliegen. Direkt gebunden meint im Sinne der Erfindung, daB eine kovalente Bindung 
zwischen den beiden Proteinen vorliegt, beispielsweise eine Peptidbindung oder eine 
Disulfidbindung. Indirekt gebunden bedeutet, daB die Proteine iiber nicht-kovalente 
Bindungen gebunden sind, beispielsweise hydrophobe Wechselwirkungen, Ionenbindungen 
oder Wasserstoffbrucken. In einer weiteren Ausfuhrungsform enthalten die CVLPs zusatzlich 
zu Ll-Protein oder Varianten davon ein Papillomavirus L2-Protein. 

Eine bevorzugte Ausfuhrung des LI -Proteins der vorliegenden Erfindung sind beispielsweise 
LI -Proteine mit einer oder mehreren Deletionen, insbesondere einer C-terminalen Deletion. 
Eine C-terminale Deletion hat den Vorteil, daB die Effizienz der Bildung virus-ahnlicher 
Partikel gesteigert werden kann, da das am C-Terminus lokalisierte nukleare 
Lokalisationssignal deletiert wird. Die C-terminale Deletion betragt daher vorzugsweise bis 
zu ca. 35 Aminosauren, insbesondere ca. 25 bisxa. 35 Aminosauren, vor allem ca. 32 bis ca. 
34 Aminosauren^Beispielsweise ist eine 32 Aminosauren lange C-terminale Deletion des 
HPV16 L 1 -Pxoteins^ausreiehend,^ um, die .Bildung von virus-ahnlichen Partikeln urn das 
mindestens ca^zehnfache steigern zu konnen. Des weiteren kann das Ll-Protein eine oder 
mehrere Mutationen tragen oder der Ll-Anteil aus LI -Proteinen verschiedener Papilloma- 
viren zusammengesetzt sein. Gemeinsames Kennzeichen der erfindungsgemaBen LI -Proteine 
ist, daB sie die Bildung von VLPs bzw. CVLPs zulassen und daB sie mindestens ein 
erfindungsgemaBes T-Zell-Epitop enthalten. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Ll-Protein oder Varianten davon und das zu LI 
heterologe Protein ein Fusionsprotein. Beinhaltet sind auch heterologe Proteine, die aus 
mehreren verschiedenen Proteinen oder Teilen davon zusammengesetzt ^sind. Dies konnen 
beispielsweise v auch Epitope, insbesondere zytotoxisehe T-Zellepitope von Proteinen sein. 
Epitope im Sinne def Erfindung k©nnen*dabei auch Teil eines synthetischen Polypeptids mit 
einer Lange von ca. 50 Aminosauren, vorzugsweise von mindestens ca. 35 Aminosauren, 
insbesondere von mindestens ca. 20 Aminosauren und in besonders bevorzugter Weise von 
mindestens ca. 9 Aminosauren sein. 




Bevorzugt sind zu LI heterologe Proteine, die vorC eirJem* .vfrakri Protein labgeleiteVsmd, 
beispielsweise abgeleitet von HIV, HBV oder HCV, vorzugsweise von Papillomaviren, 
insbesondere von humanen Papillomaviren. 

In einer bevorzugten Ausflihrungsform ist dies ein E-Protein eines Papillomavirus, 
vorzugsweise ein E6- und/oder E7-Protein. Insbesondere ist bevorzugt, wenn das E-Protein 
ein deletiertes E-Protein ist, vorzugsweise ein C-terminal deletiertes, insbesondere ein C- 
terminal deletiertes E7-Protein, da diese Konstrukte in Verbindung mit deletiertem LI -Protein 
bevorzugt virus-ahnliche Partikei ausbilden konnen. Insbesondere bevorzugt sind Deletionen 
bis zu 55 Aminosauren, vorzugsweise ca. 5 bis ca. 55 Aminosauren, insbesondere ca. 38 bis 
ca. 55 Aminosauren. 

In einer weiteren Ausflihrung kann das zu LI heterologe Protein von Antigenen nicht viraler 
Erreger abstammen. Ebenso konnen sie von Autoimmunantigenen wie z.B. Thyroglobulin, 
Myelin basic protein oder Zona Pellucida Glycoprotein 3 (ZP 3 ), die mit bestimmten 
Autoimmunkrankheiten wie z.B. Thyroiditis, Multiple Sklerose, Oophoritis oder 
rheumatoider Arthritis assoziiert sind, abgeleitet sein. In einer bevorzugten Ausflihrung 
stammt das zu LI heterologe Protein von Tumorantigenen ab, vorzugsweise Melanomaanti- 
genen wie MART, Ovarialcarcinomantigenen wie Her2 neu (c-erbB2), BCRA-1 oder CA125, 
Coloncarcinomantigenen wie CA125 oder Mammacarcinomantigenen wie Her2 neu (c- 
erbB2), BCRA-1, BCRA-2. 

Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung ist ein Verfahren zum in vitro Nachweis der 
Aktivierung von T-Zellen, die durch Praparation aus Proben gewonnen werden. Dieses 
Verfahren erlaubt es zu bestimmen, ob in einer Probe, beispielsweise einer Blutprobe eines 
Patienten oder in Tumoren oder Lymphknoten eines Tumorpatienten, Papillomavirus Ll- 
Protein-spezifische zytotoxische T-Zellen vorhanden sind. Ein derartiges Nachweisverfahren 
enthalt die folgenden Schritte: 

a i; ) In einem ersten Schritt werden Zellen gewonnen, beispielsweise durch Blutabnahme 
von einem Patienten oder durch die Praparation zum Beispiel von Tumoren oder 
Lymphknoten. Anschlieflend werden die Zellen in Wachstumsmedium aufgenommen 
und kultiviert. 
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In einem zweiten Schritt werden Zellen mit miadesiens»«iW.Zielzeire, iiie eirv3f-2all- 
Epitop prasentiert oder mit mindestens einem Komplex, der als eine Komponente eine 
Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitope umfaBt, inkubiert. 

In einem dritten Schritt erfolgt die Bestimmung der Aktivierung von T-Zellen. Hierflir 
geeignete Verfahren sind beispielsweise der Nachweis der Produktion oder Sekretion 
von Cytokinen durch die T-Zellen, der Expression von Oberflachenmolekulen auf T- 
Zellen, der Lyse von Zielzellen oder der Proliferation von Zellen. Hierfur geeignete 
Methoden sind beispielsweise ein Cytokinassay (Chapter 6.2 bis 6.24 in Current 
Protocols in Immunology (1999), edited by Coligan J.E., Kruisbeek A.M., Margulies 
D.H., Shevach E.M. and Strober W., John Wiley & Sons), ELISPOT (Chapter 6.19 in 
Current Protocols in Immunology, supra), ein 5iCr-Freisetzungstest (Chapter 3.11 in 
Current Protocols in Immunology, supra) oder der Nachweis der Proliferation (Chapter 
3.12 in Current Protocols in Immunology, supra). Je nach verwendeter Methode kann 
dabei auch zwischen den Immunzellen wie zytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen, B- 
Zellen, NK-Zellen und anderen Zellen unterschieden werden. Die Verwendung von 
erfindungsgemaBen Verbindungen, Komplexen, und/oder Zellen die erfindungsgemaBe 
Markierungen enthalten erlaubt die Detektion von T-Zellen, die das T-Zell-Epitop 
erkennen uber den Nachweis der Bindung markierter Verbindungen, Komplexe, 
und/oder Zellen an die T-Zellen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die 
Bindung erfindungsgemaBer MHC-Polypeptid-Komplexe an die Oberflache der T- 
Zellen nachgewiesen. Dies kann derart durchgefuhrt werden, daB die MHC-Komplexe 
selbst markiert, beispielsweise fluoreszenzmarkiert sind, oder daB man in einem 
weiteren Schritt einen MHC-spezifischen, markierten, beispielsweise 
fluoreszenzmarkierten Antikorper verwendet, um wiederum die MHC-Komplexe 
nachzuweisen. Die Fluoreszenzmarkierung der T-Zellen laBt sich dann beispielsweise in 
einem Tluorescens Activated Cell Sorter' (FACS) messen und auswerten. Eine andere 
Moglichkeit zum Nachweis der Bindung von den Komplexen an die T-Zellen ist erneut 
die Messung der Aktivierung von T-Zellen (Cytokinassay, Elispot, 51 Cr- 
Freisetzungstest, Proliferation, siehe oben). Allerdings benotigt man hierfur die 
gleichzeitige Stimulation von Korezeptoren (z. B. CD28), beispielsweise durch 
Korezeptor-spezifische Antikorper (Anti-CD28) und/oder andere unspezifische 
Aktivatoren (IL-2). 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein ^erfahre» ¥ "da6#einen«zusatzlicheoSclEMritt 
a') enthalt, der nach Schritt a") eingefiihrt wird. 

a') In diesem zusatzlichen dem Schritt a 66 ) nachfolgenden Schritt a')werden die isolierten 
oder kultivierten Zellen mit mindestens einer Zielzelle beladen mit einer 
erfindungsgemaBen Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens einem 
erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens einem 
Capsomer, mindestens einem stabilen Capsomer, mindestens einem VLP, mindestens 
einem CVLP und/oder mindestens einem Virus, mit mindestens einem 
erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, und/oder mindestens einer 
Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop prasentiert, fur mindestens ca. 8 Wochen, insbesondere 
fur mindestens ca. 1 Woche cokultiviert, bevor sich Schritt b) anschlieBt. 
Unter Cokultivierung ist das Wachstum der Zellen: 

(i) in Gegenwart von mindestens einer Zielzelle beladen mit einer 
erfindungsgemaBen Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens 
einem erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens 
einem Capsomer, mindestens einem stabilen Capsomer, mindestens einem 
VLP, mindestens einem CVLP, und/oder mindestens einem Virus, 

(ii) in Gegenwart mindestens eines erfindungsgemaBen Komplexes enthaltend ein 
T-Zell-Epitop, 

(iii) in Gegenwart mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop prasentiert, 
im selben Wachstumsmedium und selben Gewebekulturbehalter zu verstehen. 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Testsystem (Kit) zum in vitro Nachweis der 
Aktivierung von T-Zellen enthaltend: 

a) mindestens ein erfindungsgemaBes T-Zell-Epitop, mindestens eine 
erfindungsgemaBe Verbindung, mindestens einen erfindungsgemaBen Vektor, 
mindestens eine erfindungsgemaBe Zelle, und/oder mindestens einen 
erfindungsgemaBen Komplex, und 

b) Effektorzellen des Immunsystems, vorzugsweise T-Zellen, insbesondere 
zytotoxische T-Zellen oder T-Helferzellen. 

Das Testsystem wird in einer besonderen Ausfuhrungsform zur Bestimmung der, 
beispielsweise in einer Blutprobe eines Patienten oder in Tumoren oder Lymphknoten eines 
Tumorpatienten vorhandenen Ll-Protein-spezifischen zytotoxischen T-Zellen verwendet. In 
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diesem Fall sind die in b) beschriebenen Zellen im Tasts^en^enthakeneiKontreifzeiten, 
deren Aktivierung durch die erste Kitkomponente, die unter a) genannten Substanzen, als 
Standard dient. Die in dieser Reaktion beobachteten Aktivierung wird mit die T-Zell- 
Aktivierung von aus Patienten isolierten Zellen durch die Kitkomponente a) verglichen. 

In einer weiteren besonderen Ausfuhrungsform wird das Testsystem beispielsweise zur 
Bestimmung der Ll-Protein-spezifischen Antigenitat einer Verbindung enthaltend ein T-Zell- 
Epitop, eines Komplexes enthaltend ein T-Zell-Epitop, eines Capsomers, eines stabilen 
Capsomers, eines VLPs, eines CVLPs, und/oder eines Virus verwendet. In diesem Fall sind 
die in a) beschriebenen Substanzen Kontrollsubstanzen deren aktivierende Wirkung auf die 
zweite Kitkomponente, die unter b) genannten Zellen, als Standard dient. Die in dieser 
Reaktion beobachteten Aktivierung wird mit der aktivierenden Wirkung einer Verbindung 
enthaltend ein T-Zell-Epitop, einem Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, einem Capsomer, 
einem stabilen Capsomer, einem VLP, ein CVLP, und/oder einem Virus auf die 
1 5 Kitkomponente b) verglichen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von mindestens einem T-Zell- 
Epitop, mindestens einer erfindungsgemaBen Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, 
mindestens einem erfindungsgemaBen Vektor enthaltend eine Nukleinsaure kodierend fur 
eine ein T-Zell-Epitop enthaltende Verbindung, mindestens einer erfindungsgemaBen Zelle 
enthaltend ein T-Zell-Epitop zur, und/oder mindestens einem erfindungsgemaBen Komplex 
enthaltend ein T-Zell-Epitop zur Auslosung oder zum Nachweis einer Immunantwort. 

Zur Stimulation von Immunzellen in vitro wie in vivo eignen sich insbesondere Zellen, die 
mindestens eines der erfindungsgemaBen Molekule uber ihre MHC-Klasse I-Molekule 
prasentieren. Zur Antigen-Prasentation geeignete Zellen sind z. B. B-Zellen, dendritische 
Zellen. Macrophages Fibroblasten oder andere HLA A2.01 positive Zellen, die durch eine 
gemeinsame Kultivierung mit Immunzellen eine Stimulation von spezifischen T-Zellen 
e r r e i c h e n ko nne n . 

In einer besonderen Ausfuhrungsform kann eine erfindungsgemaBe Verbindung 
beispielsweise ein HPV18 LlE7-Fusionsprotein, das zusatzlich ein erfindungsgemafies T- 
Zell-Epitop enthalt, zur Detektion einer Immunantwort eingesetzt werden. Eine solche 
erfindungsgemaBe Verbindung kann die Fahigkeit zur Bildung von CVLPs besitzen. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel oder Diagnosticum enthaltend 
mindestens eine erfindungsgemaBe Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens 
einen Vektor enthaltend eine Nukleinsaure kodierend ftir eine ein T-Zell-Epitop enthaltende 
Verbindung, mindestens eine erfindungsgemafle Zelle enthaltend ein T-Zell-Epitop, und/oder 
mindestens einen erfindungsgemafien Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop und 
gegebenenfalls einen pharmazeutisch akzeptablen Trager. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten Tragern sind Glas, Polystyren, Polypropylen, 
Polyethylen, Dextran, Nylon, Amylase, naturliche oder modifizierte Zellulose, 
Polyacrylamide, Agarose, Aluminiumhydroxid oder Magnitid. 

Ein erfindungsgemafles Arzneimittel oder Diagnostikum kann in Losung vorliegen, an eine 
feste Matrix gebunden sein, und/oder mit einem Adjuvans versetzt sein. 

Das Arzneimittel oder Diagnostikum kann auf verschiedene Weisen verabreicht werden. 
Beispiele von dem Fachmann bekannten Verabreichungsformen sind parenterale, lokale 
und/oder systemische Applikation durch z. B. orale, intranasale, intravenose, intramuskulare, 
und/oder topische Applikation. Die bevorzugte Applikationsform wird beispielsweise durch 
den naturlichen Infektionsweg der jeweiligen Papillomavirusinfektion beeinfluBt. Die 
verabreichte Menge richtet sich nach Alter, Gewicht, allgemeinem Gesundheitszustand des 
Patienten und dem Typ der Papillomavirusinfektion. Das Arzneimittel oder Diagnostikum 
kann in Form von Kapseln, Losung, Suspension, Elixier (fur orale Applikation) oder sterile 
Losungen bzw. Suspensionen (fur parenterale oder intranasale Applikation) verabreicht 
werden. Als inerter und immunologisch akzeptabler Trager kann beispielsweise Salzlosung 
oder phosphatgepufferte Salzlosung verwendet werden. Das Arzneimittel wird in 
therapeutisch effektiven Mengen verabreicht. Das bedeutet Mengen, die ausreichend sind, um 
eine schiitzende immunologische Antwort hervorzurufen. 

In einer besonderen Ausfiihrungsform kann eine erfindungsgemafle Verbindung 
beispielsweise ein HPV18 LlE7-Fusionsprotein, das zusatzlich ein erfindungsgemaCes T- 
Zell-Epitop enthalt, als Arzneimittel oder Diagnostikum eingesetzt werden. Eine solche 
erfindungsgemafle Verbindung kann die Fahigkeit zur Bildung von CVLPs besitzen. 
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Die Figuren und die folgenden Beispiele sollen die Erfindimg "aafier. -erlauWh, ohne sie'zif* 
beschranken. 

Fig. 1 zeigt die graphische Auswertung der MTT-Farbung von WEHI-Zellysaten, gemessen 
als Absorption bei 595 nm, die mit Uberstanden von T-Zellen inkubiert worden waren, die 
wiederum durch unterschiedliche Antigen-prasentierende periphere Blutlymphozyten (PBL) 
stimuliert worden waren. Durch spezifische Antigen-prasentierende PBL stimulierte T-Zellen 
sekretieren TNF a . Dieses induziert bei WEHI-Zellen Apoptose, so daB diese Zellen MTT 
nicht mehr zu einem braunlichen Farbstoff prozessieren konnen. Niedrige Absorption 
bedeutet geringe Farbstoffproduktion und somit viele apoptotische Zellen, die somit viel 
TNF a ausgesetzt waren, so daB die zugehorigen T-Zellen stimuliert worden waren. Somit ist 
die Stimulation der T-Zellen umso besser, je niedriger die Absorption fur ein bestimmtes 
Antigen bei 595 nm ist. 

Fig. 2 zeigt die graphisehe Auswertung der Fluoreszenz von T2-Zellen - gemessen in einer 
F ACS- Analyse - , deren-auf; der Zelloberflache befindliche MHC-1 Molekule durch einen 
FITC-markierten^A.ntikorpen markiert worden waren. Zellen, deren MHC-1 Molekule 
spezifisch die^auf der X-Achse aufgetragenen Peptide binden konnen, haben vermehrt MHC-1 
Molekule, da^die^spezifische^Bindung die MHC-Komplexe stabilisiert, so daB sie sich auf der 
Zelloberflachetanreieh'ern konnen. 

Fig. 3 zeigt die Auswertung von drei FACScan-Experimenten nach Restimulation CVLP- 
spezifischer humaner T-Zellen mit peripheren Blutmononuklearen Zellen (PBMC), die 
unterschiedliche Antigene prasentieren. Von links nach rechts ist jeweils der Gehalt an CD3 
aufgetragen, das fur T-Zellen spezifisch ist, und von unten nach oben der Gehalt an humanem 
Interferon Y , das fur aktivierte Zellen spezifisch ist. 
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Beispiele I I •••* I *• 

1 . Beschreibung der Ausgangsmaterialien 

• Die Herstellung von HPV16 Ll AC .E7 |-55 CVLPs erfolgte gemafi der deutschen Patent- 
anmeldung DE 198 12 941, siehe auch Muller M. et al. (1997) Virology 234, 93-1 11. 

• Die Herstellung von L 1 VLP's erfolgte gemafi Muller M. et al. (1997) Virology 234, 93- 
111. 

• T2 Zellen, die unter der ATCC Nummer: CRL-1992 zu beziehen sind, weisen einen 
Defekt im Antigenprozessierungs-assoziierten Transport auf, der zur Unterbindung der 
Beladung von MHC-1 Molekulen im endoplasmatischen Retikulum fuhrt. Die dennoch 
auf der Zelloberflache vorhandenen unbeladenen MHC-1 Molekule konnen beispielsweise 
durch Inkubation der Zellen in Peptid-haltigen Medien beladen werden, so dafi sich diese 
Zellen sehr gut zur Presentation eines Antigens eignen. 

• WEHI Zellen sind unter der ATCC Nummer CRL-2148 zu beziehen. 

• PMBC bedeutet periphere Blutmononukleare Zellen, deren Isolierung wird beispielsweise 
in Rudolf M.P. et al. (1999), Biol. Chem. 380, 335-40 beschrieben. 

• BB7.2 bedeute ein a -HLA A2.01-spezifischer monoklonaler Maus Antikorper (ATCC 
HB-82). 

• a _hum CD28 bedeutet ein monoklonaler Maus-Antikorper, der gegen den extrazellularen 
Teil von humanem CD28 gerichtet ist. 

• a _hum CD3/PE bedeutet ein monoklonaler Maus Antikorper, der gegen den 
extrazellularen Teil von humanem CD3 ( £ ) gerichtet ist und den Fluoreszensmarker 
Phycoerithrin enthalt (Medac, Hamburg, Deutschland). 

• a _hum CD4/Cychrome bedeutet ein monoklonaler Maus-Antikorper, der gegen den 

extrazellularen Teil von humanen CD4 gerichtet ist und den Fluoreszensmarker Cychrome 
enthalt (DAKO; Glostrup, Danemark). 

rx -hum Interferon y/FITC bedeutet einen monoklonaler Ratten-Antikorper, der gegen 
humanes Interferon y gerichtet ist und den Fluoreszensmarker FITC enthalt (Medac, 
Hamburg, Deutschland). 

InfluenzaMP bedeutet Aminosauren 58-66 GILGFVFTL des Influenza Matrix Protein 
(siehe Dunbar P.R. et al. (1998) Curr. Biol. 26, 413-6). 

HPV16E7-Peptid bedeutet Aminosauren 11-20 YMLDLQPETT des humanen 
Papillomavirus E7-Proteins. 
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Die verwendeten Peptide, die in den nachfolgendei! Be3sptel<*n.y.fJrweTviet «vurdeh,.sifid.* 
von der HPV16 Ll-Sequenz abgeleitet, die Aminosaurepositionen des jeweiligen 
Fragments ist relativ zum Met (+1), der unter Genbank Zugangsnummer: g333037 



hinterlegten Sequenz, angegebenen: 



Peptid Name 


Sequence 


rel. Ll-Position 


5104 


ILVPKVSGL 


(86-94) 


5105 


SMDYKQTQL 


(174-182) 


5106 


RLVWACVGV 


(123-131) 


5107 


HLFNRAGTV 


(285-293) 


5108 


YLRREQMFV 


(275-283) 


5109 


TLQANKSEV 


(238-246) 


5112 


ILEDWNFGL 


(426-434) 


5113 


TLEDTYRFV 


(441-449) 


2016 


SLWLPSEATVYL 


(28-39) 


2017 


NLASSNYFPT 


(311-320) 


2018 


TLTADVMTYI 


(408-417) 


2019 


YLPPVPVSKV 


(38-47) 


2020 


YDLQFIFQL 


(396-404) 


2021 


FQLCKITLT 


(402-410) 


2022 


ICWGNQLFV 


(349-357) 


2023 


KVVSTDEYV 


(46-54) 


2024 


QLFVTVVDT 


(354-362) 


2025 


GLQYRVFRI 


(93-101) 



Golgi Plug ist durch Pharmingen (Hamburg, Deutschland) erhaltlich. 

IL-2 wurde von Becton Dickinson (Hamburg, Deutschland) bezogen. 

MTT-Losung in PBS bedeutet 2,5 mg/ml 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5- 

diphenyltetrazoliumbromid in PBS (Sigma, Deisenhofen, Deutschland). 

PBS bedeutet „phosphate buffered saline" und besteht aus 16,6 mM Na^PO., 8,4 mM 

NaH 2 P0 4 , 150 mM NaCl pH 7,4. 

Zellen wurden jeweils bei 37°C und 5% C0 2 in RPMI-Medium (Gibco BRL, Eggenstein; 
Deutschland) mit 10% fdtalem Kalberserum, Kanamycin und Ampicillin kultiviert. 
FACScan calibur bedeutet ' fluoresces activated cell sorter' die Apparatur wurde von 
Becton Dickenson (Hamburg, Deutschland) bezogen. 

Cellquest Software wurde von Becton Dickinson (Hamburg, Deutschland) bezogen. 
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2. Peptid-spezifische TNF a -Sekretion durch CVLP-stimulierte T-Zellen 

a) Herstellung CVLP-spezifischer T-Zellen 

Humane T-Zellen (4 X 10 5 ) wurden flir 8 Wochen mit HPV16 L1 AC ,E7 M5 CVLPs bei 
37°C unter wdchentlicher Zugabe von 1 |iig/ml CVLPs, 10 5 bestrahlten periphere 
Blutmononukleare Zellen (PMBC) und 10 IU/ml IL-2 stimuliert und geerntet. 

b) Stimulation mit Antigenen 

Die Zellen wurden uber Nacht in 100 \xl Medium bei 37°C mit unterschiedlichen 
Antigenen (PMBC + E7-Peptid; PMBC + HPV16 L1 AC ,E7 U55 (CVLP); PMBC + 5104, 
5105, 5106, 5107, 5108, 5109, 5112, 5113 je 10 jig/ml) in Anwesenheit von 10 IU/ml 
IL-2 stimuliert. Wahrend dieser Zeit produzieren stimulierte Zellen TNF a . 

c) TNF a -Nachweis 

Am nachsten Tag wurden 50 (il Uberstand entnommen, eingefroren, wieder aufgetaut 
(um evtl. mitgenommene Zellen abzutoten) und zu 50 nl einer Zellsuspension gegeben, 
die 0,9x 10 6 WEHI-Zellen, 2 |ig/ml Actinomycin D und 400 mM LiCl enthielt. Die 
Zellen wurden flir 24 h bei 37°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit leitet TNF a (so fern im 
Uberstand enthalten) Apoptose der WEHI-Zellen ein. Durch Zugabe von 50 jil einer 2,5 
mg/ml MTT-Losung in PBS wurden innerhalb von 3 Stunden nicht apoptotische Zellen 
braun angefarbt, apoptotische Zellen hingegen blieben gelb. Samtliche Zellen wurden 
durch Zugabe von 100 fil Lysis-Puffer (34% N,N dimethylformamide, 20% sodium 
dodecyl sulfate) und eine Inkubation flir mindestens 6 Stunden bei 37° lysiert, so daB 
die Farbstoffe freigesetzt wurden. AbschlieBend wurde die Absorption der Losung bei 
595 nm gemessen. 

Fig. 1 zeigt die unterschiedlichen Antigene aufgetragen gegen die gemessene Absorption bei 
595 nm. Niedrige Absorption bedeutet geringe Farbstoffproduktion und somit viele 
apoptotische Zellen, die somit viel TNF a ausgesetzt waren, so daB die zugehorigen T-Zellen 
stimuliert worden waren. Somit war die Stimulation der T-Zellen umso besser, je niedriger 
die Absorption bei 595 nm ist. 
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Ergebnis: Die Peptide 5104, 5106, 5107, 5108, 5109 ifnd 51 12 wen in der L^ge, CVLP* 
spezifische T-Zellen zu stimulieren. 



10 
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3. Bindung von Pepti den an T2-Zellen 

a) Beladung der T2-Zellen 

2,5x 10 6 T2-Zellen wurden in Medium enthaltend 2% humanes Serum tiber Nacht in 
Anwesenheit von 0, 10 oder 100 ug/ml 5105, 5106, 5107, 5109, 5112, 5113, 
InfluenzaMP, 2016, 2017, 2018, 2019, 2020, 2021, 2022, 2023, 2024, 2025 Peptid-bei 
37°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit konnen passende Peptide an die unphysiologisch 
leeren MHC-1 Molekule binden und diese somit stabilisieren, wohingegen MHC-1 
Molekule ohne passende Peptide relativ schnell wieder in die Zelle aufgenommen 
werden. Somit erhohen spezifisch bindende Peptide die Anzahl der MHC-1 Molekule 
auf der Zelloberflache. 

b) Nachweis der Peptidbindung an MHC-1 Komplexe der T2-Zellen 

Am nachsten Morgen wurden die Zellen geerntet, mit PBS enthaltend 0,5% bovines 
Serumalbumin (BSA)-gewaschen und die MHC-1 Molekule nachgewiesen. Dies 
erfolgt durclr die Inkubation fur 30 min auf Eis mit dem Antikorper BB7.2, Waschen 
und Farbung mit einem a -Maus FITC-Antikorper filr weitere 30 min auf Eis. Die 
Zellen wurden erneut gewaschen, in einem FACScan calibur gemessen und mit 
Cellquest Software analysiert. 

Fig. 2 zeigt die verschiedenen Peptide aufgetragen gegen die gemessene Fluoreszenz. 

Ergebnis: T2-Zellen nach Inkubation mit den Ll-Peptiden 5106, 5107, 5109, 5112, 2016, 
2017. 2018, 2019, 2020 und 2022 zeigen wie nach Inkubation mit dem bekannten Influenza- 
Peptid MP deutlich menr MHC-Molekule auf der Zelloberflache, was auf eine Bindung der 
entsprechenden Peptide an die MHC-Molekule hindeutet. 
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4. Restimu lation von CVLP-stimulierten T-Zellen mft untersCftiedttehen Antigen- 
prasentierenderi Zellen 



Humane T-Zellen (4 X 103) wurden fiir 8 Wochen mit HPV16 L1 AC .E7,. 5S CVLPs bei 37°C 
unter wochentlicher Zugabe von 1 ng/ml CVLPs sowie 10 5 Antigen-prasentierenden Zellen 
(bestrahlte PMBC) stimuliert und geerntet. AnschlieBend wurden die Zellen in 100 
Medium bei 37°C mit 10 (ig/ml verschiedener Antigene in Anwesenheit von 10 IU/ml IL2 
und 0,5 |ag/ml a -human CD28 restimuliert: 

a) uber Nacht mit CVLP-inkubierten PBMC 

b) uber Nacht mit LI 2022-Peptid inkubierten PBMC 

c) uber Nacht mit LI 2025-Peptid (Kontroll-Peptid) inkubierten PBMC 

Nach einer Stunde wurde 1 |il Golgi Plug zugegeben. Die Zellen wurden fur weitere 5 
Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert, mit 
a -hum CD3/PE, mit a -hum CD4/Cychrome und mit a -hum Interferon y/FITC gefarbt. Die 
Zellen wurden hinsichtlich ihrer Markierung in einem FACScan calibur untersucht und die 
MeBergebnisse mit Hilfe von Cellquest Software analysiert. 

Ergebnis: Fig. 3 zeigt, daB die CVLP-inkubierten PBMC wie auch die mit dem Ll-Peptid 
2022-inkubierten PBMC eine Restimulation von CVLP-stimulierten T-Zellen bewirkten, 
nicht aber die mit dem Kontroll-Peptid inkubierten PBMC. 
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Patentanspriiche 

5 

1. T-Zell-Epitop mit einer Aminosauresequenz ILVPKVSGL, RLVWACVGV, 
HLFNRAGTV, YLRREQMFV, TLQANKSEV, ILEDWNFGL, SLWLPSEATVYL, 
NLASSNYFPT, TLT AD VMT YI , YLPPVPVSKV, YDLQFIFQL, ICWGNQLFV, 
und/oder eine funktionell aktive Variante davon. 

10 • - - 

2. T-Zell-Epitop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Variante 
eine Sequenzhomologie zu ILVPKVSGL, RLVWACVGV, HLFNRAGTV, 
YLRREQMFV, TLQANKSEV, ILEDWNFGL, SLWLPSEATVYL, NLASSNYFPT, 
TLTADVMTYI, YLPPVPVSKV, YDLQFIFQL oder ICWGNQLFV von mindestens 

15 ca. 65%, vorzugsweise mindestens ca. 75% und insbesondere mindestens ca. 85% auf 

Aminosaureebene besitzt. 

3. T-ZelUEpitop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Variante 
eine strukturelle Homologie zu ILVPKVSGL, RLVWACVGV, HLFNRAGTV, 

20 YLRREQMFV, TLQANKSEV, ILEDWNFGL, SLWLPSEATVYL, NLASSNYFPT, 

TLTADVMTYI, YLPPVPVSKV, YDLQFIFQL oder ICWGNQLFV hat. 

4. T-Zell-Epitop nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB das T- 
Zell-Epitop ein zytotoxisches T-Zell-Epitop ist. 

I 

5. Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die 
Verbindung kein naturlich vorkommendes LI Protein eines Papillomavirus und keine 
ausschlieBlich N-terminale oder ausschlieBlich C-terminale Deletionsmutante eines 
naturlich vorkommenden LI Proteins eines Papillomavirus ist. 

6. Verbindung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung ein 
Polypeptid, insbesondere ein Fusionsprotein ist. 

7. Verbindung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung ein 
Polypeptid von mindestens ca. 50 Aminosauren, vorzugsweise von mindestens ca. 35 



30 



35 



m • • • • • • • * • • • • • 

• • » • • 

Aminosauren, insbesondere von mindestens ca! 2CT ArfttncJSauren tihd "In bes6hdefs 
bevorzugter Weise von mindestens ca. 9-13 Aminosauren Lange ist. 

8. Verbindung nach einem der Anspriiche 5-7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
5 Verbindung eine chemische, radioaktive, nicht radioaktive Isotopen und/oder 

Fluoreszenzmarkierung des T-Zell-Epitops und/oder des genannten Fusionsproteins, 
und/oder eine chemische Modifikation des T-Zell-Epitops und/oder Fusionsproteins 
enthalt. 



9. Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, dafi sie fur ein T-Zell-Epitop oder eine 
Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop gemafi einem der Anspniche 5-8 kodiert. 

10. Vektor, insbesondere ein Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, daB er eine 
Nukleinsaure gemafi Anspruch 9 enthalt. 

15 

1 1 . Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie mindestens ein T-Zell-Epitop gemafi einem der 
Anspriiche 5-8 enthalt, vorzugsweise prasentiert. 

12. Zelle nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafi die Zelle mit einer 
20 Nukleinsaure gemafi Anspruch 9 und/oder einem Vektor gemafi Anspruch 10 

transfiziert, transformiert, und/oder infiziert ist. 

13. Zelle nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Zelle mit mindestens einer 
Verbindung gemafi einem der Anspriiche 5-8 und/oder mindestens einem Komplex 
gemafi einem der Anspriiche 15-17 enthaltend ein T-Zell-Epitop gemafi einem der 
Anspriiche 5-8, inkubiert wurde. 

14. Zelle nach Anspruch 1 1 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dafi die Zelle eine B-Zelle, 
ein Makrophage, eine dendritische Zelle, ein Fibroblast, insbesondere eine JY-, T2-, 

30 CaSki-Zelle oder EBV-transformierte Zelle ist. 



15. 



Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop gemafi einem der Anspriiche 1-4 oder eine 
Verbindung gemafi einem der Anspriiche 5-8 und mindestens eine weitere 
Verbindung. 
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Komplex nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafi der Komplex mindestens 
ein MHC-Klasse I-Molekul, vorzugsweise als HLA A2.01 Tetramer enthalt. 

Komplex nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB das genannte MHC-Klasse 
I Molekul ein humanes MHC-Klasse I Molekul, insbesondere ein HLA A2.01 Molekul 
ist. 

Verfahren zum in vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen durch mindestens eine 
Verbindung, enthaltend ein T-Zeir-Epitop gemaB einem der -Anspruche 1-4, das 
folgende Schritte enthalt: 

a) Stimulation von Zellen mit mindestens einer genannten Verbindung; 

b) Zugabe von mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop gemaB einem der 
Anspruche 1-4 prasentiert oder eines Komplexes gemafi einem der Anspruche 15- 
17,und 

c) Bestimmung der Aktivierung von T-Zellen. 

Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB es nach Schritt a) 
folgenden zusatzlichen Schritt a') enthalt: 

a') Cokultivierung der Zellen fur mindestens ca. 1 Woche, insbesondere mindestens 
ca. 8 Wochen mit: 

(i) mindestens einer Zielzelle beladen mit einer Verbindung gemafi einem der 
Anspruche 5-8, mindestens einem Komplex gemafi einem der Anspruche 15- 
17, mindestens einem Capsomer, mindestens einem stabilen Capsomer, 
mindestens einem VLP, mindestens einem CVLP, und/oder mindestens 
einem Virus, 

(ii) mindestens einem Komplex gemafi einem der Anspruche 15-17, 

(iii) und/oder mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop gemafi einem der 
Anspruche 1 -4 prasentiert, 

bevor sich Schritt b) anschliefit. 

Verfahren zur Herstellung einer Zielzelle nach einem der Anspruche 11, 13, 14, 18 
oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Zielzelle mit mindestens einer Verbindung 
gemaB einem der Anspruche 5-8 und/oder mindestens einem Komplex gemafi einem 



28 

• • 

• • • • • • • 



der Anspriiche 15-17 enthaltend ein T-Zell-Epitop gemafi einem der Anspriiche* 5-8 * 
inkubiert wird. 



21. Verfahren zur Herstellung einer Zielzelle nach einem der Anspriiche 11, 12, 14, 18 
oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Zielzellen mit einer Nukleinsaure gemaB 
Anspruch 9 und/oder einem Vektor gemaB Anspruch 10 transfiziert, transformiert 
und/oder infiziert wird. 



22. Verfahren zur Herstellung einer Zielzelle nach Anspruch 20 oder 21, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zielzelle eine B-Zelle 5 ein Makrophage, eine dendritische 
Zelle, ein Fibroblast, insbesondere eine JY-, T2-, CaSki-Zelle oder EBV- 
transformierte Zelle ist. 



23. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB anstelle von 
Schritt a) folgender Schritt a' c ) durchgefiihrt wird: 

a tc ) Gewinnung und Preparation von Proben enthaltend T-Zellen und anschlieBende 
Kultivierung. 

24. Testsystem zum in vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen enthaltend: 

a) mindestens ein T-Zell-Epitop gemaB einem der Anspriiche 1-4, mindestens 
eine Verbindung gemaB einem der Anspriiche 5-8, mindestens einen Vektor 
gemaB Anspruch 10, mindestens eine Zelle gemaB einem der Anspriiche 11-14, 
und/oder mindestens einen Komplex gemaB einem der Anspriiche 15-17, und 

b) Effektorzellen des Immunsystems, vorzugsweise T-Zellen, insbesondere 
zytotoxische T-Zellen oder T-Helferzellen. 



25. Verwendung mindestes eines T-Zell-Epitops gemaB einem der Anspriiche 1-4, 
mindestens einer Verbindung gemaB einem der Anspriiche 5-8, mindestens eines 
Vektors gemaB Anspruch 10, mindestens einer Zelle gemaB einem der Anspriiche 1 1- 
14, und/oder mindestens eines {Complexes gemaB einem der Anspriiche 15-17 zur 
Auslosung oder zum Nachweis einer Immunantwort. 



26. 



Arzneimittel oder Diagnostikum enthaltend mindestens eine Verbindung gemaB einem 
der Anspriiche 5-8, mindestens einen Vektor gemaB Anspruch 10, mindestens eine 



Zelle gemafi einem der Anspruche 1 1-14, und/oder mindestens einen'KompIex gtmtf 
einem der Anspriiche 15-17 und gegebenenfalls einen pharmazeutisch akzeptablen 

Trager. 

Arzneimittel oder Diagnostikum nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafi 
mindestens eine Verbindung gemafi einem der Anspruche 5-8, mindestens ein Vektor 
gemafi Anspruch 10, mindestens eine Zelle gemafi einem der Anspruche 11-14, 
und/oder mindestens ein Komplex gemafi einem der Anspruche 15-17 in Losung 
vorliegt, an eine feste Matrix gebunden ist, und/oder mit einem Adjuvans versetzt ist. 
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Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Papillomavirus T-Zell-Epitop mit einer 
Aminosauresequenz ILVPKVSGL, RLVWACVGV, HLFNRAGTV, YLRREQMFV, 
TLQANKSEV, ILEDWNFGL, SLWLPSEATVYL, NLASSNYFPT, TLTADVMTYI, 
YLPPVPVSKV, YDLQFIFQL, ICWGNQLFV, und/oder eine funktionell aktive Variante 
davon, sowie ihre Verwendung in Diagnostik und Therapie. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: MediGene AG 

(B) STRASSE: Lochhamer Str. 11 

(C) ORT: Planegg, Martinsried 

(D) BUNDESLAND: 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 82152 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Zytotoxische T-Zellepitope des 
Papillomavirus L1 -Proteins und ihre Verwendung in Diagnostik und Therapie 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 20 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Word 6.0 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 
He Leu Val Pro Lys Val Ser Gly Leu 9 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4 

Tyr Leu Arg Arg Glu Gin Met Phe Val 9 

. 1 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5 

Thr Leu Gin Ala Asn Lys Ser Glu Val 9 
1 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6 

lie Leu Glu Asp Trp Asn Phe Gly Leu 9 
1 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7 
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(0 SEQUENZKENNZEICHEN- 

(A) LANGE: 12 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(vi) URSPRGNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ 16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQOENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7 
Ser Leu Trp Leu Pro Ser Glu Ala Thr Val Tyr Leu 



11 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN 

(A) /<l2ANGE: 10 

(B) -ART- Aminosaure 
(DrTOPOL-OGIE: linear 

(ii) AR-T»DES*MOLEK0LSf Peptid 

(vi) €1 RSP.R0 NG L I GH E*H E'RKU KlFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ 16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8 
Asn Leu Ala Ser Ser Asn Tyr Phe Pro Thr 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9 

(i) SEQUENZKENNZEI6HEN- 

(A) LANGE: 10 

(B) ART Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(vi) URSPRGNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 
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(B)Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9 
Thr Leu Thr Ala Asp Val Met Thr Tyr He 10 



(2)ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10 
Tyr Leu Pro Pro Val Pro Val Ser Lys Val 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11 
Tyr Asp Leu Gin Phe He Phe Gin Leu 9 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12 



36 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12 
lie Cys Trp Gly Asn Gin Leu Phe Val 9 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Influenzavirus 

(B) TypA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13 
Gly He Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu 9 
1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 
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(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14 



Tyr Met Leu Asp Leu Gin Pro Glu Thr Thr 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15 



Ser Met Asp Tyr Lys Gin Thr Gin Leu 9 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 
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(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16 

Thr Leu Glu Asp Thr Tyr Arg Phe Val 9 
1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
- (A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKGLS: Peptid 

(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17 



Phe Gin Leu Cys Lys He Thr Leu Thr 9 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKGLS: Peptid 

(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18 
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Lys Val Val Ser Thr Asp Glu Tyr Val 9 
1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(vi) URSPRQNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19 



Gin Leu Phe Val Thr Val Val Asp Thr 9 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20 



Gly Leu Gin Tyr Arg Val Phe Arg He 9 
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